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Получено новое серосодержащее производное бактериохлорофилла а. Последний был выделен из биомас�
сы несерных пурпурных бактерий Rhodobacter capsulatus штамм B10. Предлагаемый фотосенсибилизатор
представляет собой N�аминобактериопурпуринимид, экзоциклическая аминогруппа которого ацилирована
остатком липоевой кислоты, являющейся биогенным соединением, выполняющим в организме функцию
кофактора пируватдегидрогеназного и α�кетоглутаратдегидрогеназного комплексов. Благодаря наличию
дисульфидной группировки в молекуле липоевой кислоты, пигмент приобрел аурофильные свойства и был
иммобилизован на поверхности наночастиц золота (НЧ�Au) за счет образования связей S�Au. Форма и раз�
меры полученных частиц с иммобилизованным фотосенсибилизатором (ФС�Au) определены методами ди�
намического светорассеяния (ДСР) и просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ). Наноструктури�
рованный ФС представляет собой сферы с гидродинамическим диаметром 100–110 нм, поглощает свет в
области 824 нм и интенсивно флуоресцирует при 830 нм, что позволило изучить кинетику его распределе�
ния в органах, здоровых и опухолевых тканях у животных — опухоленосителей. Сравнение биологических
свойств свободного (ФС) и иммобилизованного (ФС�Au) пигментов в экспериментах на крысах с саркомой
М�1 показало, что иммобилизация бактериопурпуринимида на НЧ золота увеличивает время циркуляции
наноструктурированного ФС в кровотоке и повышает его тропность к опухоли за счет неспецифического
таргетинга, включающего экстравазацию наночастиц, нагруженных пигментом, из дефектных сосудов опу�
холи.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: бактериохлорофилл а, бактериопурпуринимид, фотосенсибилизаторы, фотодина�
мическая терапия, липоевая кислота, наночастицы золота, саркома М�1.
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Основными методами лечения в онкологии
являются хирургическое вмешательство, луче�
вая терапия и химиотерапия. Однако в послед�
ние два десятилетия все большее распростране�
ние получают новые методы, среди которых
следует отметить фотодинамическую терапию
(ФДТ), которая является результатом комбини�
рованного действия трех нетоксичных компо�
нентов – фотосенсибилизатора, света и кисло�
рода [1–3]. Противоопухолевые эффекты дан�
ного вида лечения обусловлены комбинацией
прямого фотоповреждения клеток, разрушения
сосудистой сети опухоли и активации иммунно�
го ответа [4–6].

Данный метод лечения обладает малой инва�
зивностью, высокой избирательностью пораже�
ния опухоли, низкой токсичностью вводимых
препаратов и отсутствием риска тяжелых мест�
ных и системных осложнений.

Вместе с тем важным фактором, ограничива�
ющим применение ФДТ при лечении онкологи�
ческих заболеваний, является недостаточная
глубина проникновения светового излучения, а
также невысокая селективность накопления офи�
цинальных фотосенсенсибилизаторов в опухо�
ли [7, 8].

В настоящее время применяются в клинике
или находятся на разных стадиях клинических
испытаний фотосенсибилизаторы (ФС) различ�
ных классов (порфирины и их металлокомплек�
сы, хлорины, бензопорфирины, фталоцианины
и др.). Среди них особый интерес представляют
природные бактериохлорофиллы и их произ�
водные с интенсивным поглощением в ближней
ИК�области спектра в районе 800 нм, поскольку
это  открывает новые возможности для диагнос�
тики и лечения злокачественных новообразова�
ний. Свет с подобной длиной волны проникает
в ткань на глубину до 20 мм, что позволяет про�
водить лечение глубокозалегающих и пигменти�
рованных опухолей [9, 10].

Выбор природных пигментов для создания
новых ФС обусловлен рядом причин, включая
их распространенность в природе, интенсивное
поглощение в длинноволновой области спект�
ра, возможность химической модификации бо�
ковых заместителей, структурную близость к
эндогенным порфиринам, что предполагает
низкий уровень токсичности подобных соеди�
нений и быстрое выведение из организма.

Однако сами хлорины и бактериохлорины
имеют ограниченное применение в качестве ФС
из�за высокой гидрофобности, низкой химичес�
кой и фотостабильности, умеренной селектив�
ности накопления в раковых клетках. Это диктует
необходимость создания их устойчивых производ�
ных с улучшенными спектральными характерис�

тиками, повышенной гидрофильностью для раст�
воримости в полярных растворителях и воде, об�
ладающих значительной тропностью к опухолям
[11–15].

Применение наночастиц (НЧ) золота с им�
мобилизованными на них фотосенсибилизато�
рами открывает новые возможности для повы�
шения результативности фотодинамической те�
рапии.

Наночастицы золота обладают целым рядом
уникальных характеристик, таких как оптичес�
кие свойства, прочность, высокая площадь по�
верхности, химическая инертность и способ�
ность противостоять окислению даже в ультра�
дисперсном (наноразмерном) состоянии.

Важным достоинством НЧ золота является их
способность накапливаться в опухолевой ткани
путем пассивного таргетинга за счет экстраваза�
ции наноразмерных материалов из дефектных
сосудов опухоли [16–18], либо путем векторной
доставки к поврежденной ткани за счет функци�
онализации поверхности НЧ биологически ак�
тивными макромолекулами, придавая конъюга�
там направленность взаимодействия с экзо� и эн�
доклеточными молекулярными компонентами.
В зависимости от формы, размера и характера
функционализации поверхности наночастицы
золота могут проникать внутрь клеток путем эн�
доцитоза или закрепляться на внешних структу�
рах клеточной мембраны [19–21].

В последние годы появились научные иссле�
дования, в которых успешно реализуется дос�
тавка противоопухолевых агентов для химиоте�
рапии [22, 23], а также фотосенсибилизаторов
для ФДТ рака с помощью НЧ золота [24–26].

Расширение показаний применения фото�
динамической терапии связывают с возмож�
ностью ее комбинации с другими методами ле�
чения, в том числе лучевой терапией [27, 28] и
локальной гипертермией [29–31].

Считается, что комбинация ФДТ и лучевой
терапии может существенно улучшить результа�
ты лечения и уменьшить применяемые дозы ио�
низирующих излучений, а кроме того, позволит
эффективно воздействовать на радиорезистент�
ные опухоли. При облучении рентгеновским из�
лучением с энергией ~100 КэВ, наночастицы зо�
лота испускают фотоэлектроны, имеющие дос�
таточно малую длину свободного пробега в теле
и быстро передающие свою энергию окружаю�
щим клеткам. Таким образом, усиление действия
в зоне интереса является достаточно существен�
ным.

В свою очередь, повышение концентрации
фотосенсибилизатора, доставленного в опухоль
на золотых наночастицах, и реализация фотоди�
намического воздействия за счет облучения по�



НАНОСТРУКТУРИРОВАННЫЙ ИК�ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОР 

раженной ткани лазерным излучением увели�
чивает эффективность комбинированной тера�
пии.

Применение НЧ перспективно также в слу�
чае использования сочетанной ФДТ и лазерной
гипертермии опухолей. Возбуждение плазмонов
в наночастицах золота квантами света в види�
мой или ближней ИК�области спектра приво�
дит к повышенному поглощению и рассеянию
ими зондирующего излучения. Путем измене�
ния формы и размера наночастиц можно конт�
ролировать длину волны плазмонного резонан�
са и получать частицы с заданными оптически�
ми свойствами.

Облучение опухоли лазерным излучением,
соответствующим длине волны поглощения на�
ночастиц золота, может вызвать локальную ги�
пертермию опухоли за счет их разогрева. Селек�
тивное накопление наночастиц в опухолевой
ткани резко повышает градиент температуры
между опухолью и окружающими здоровыми
тканями, что обеспечивает локальность нагрева
опухоли. Это делает лазерное воздействие при�
цельным и снижает его негативное влияние на
нормальные ткани. Это открывает широкие
перспективы использования локальной лазер�
ной гипертермии в онкологии.

В настоящей работе проведен синтез ауро�
фильного производного Бхл а, которое было ко�
валентно присоединено к НЧ золота, изучены
спектральные, фотофизические и биологичес�
кие свойства полученного наноструктурирован�
ного ФС.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использованы раствор гидразин
гидрата (Hydrazine Hydrate Solution, «Merck»,
Германия), α�липоевая кислота (Alpha Lipoic
Acid, «Sigma�Aldrich», США), Кремофор ELP
(Cremophor ELP, «BASF», Германия), а также ре�
агенты и растворители отечественного производ�
ства. Растворители были очищены и подготов�
лены по стандартным методикам. Бактериопур�
рин получен из бактериохлорофилла а с исполь�
зованием разработанного нами метода [32].

Хроматографию в тонком слое осуществля�
ли на пластинках Kieselgel 60 F254 («Merck», Гер�
мания) в хлористом метилене. Спектры ЯМР
регистрировали в дейтерохлороформе на спект�
рометре «Bruker» DPX�300 (Германия) с рабочей
частотой 300 МГц. Масс�спектры получены на
время�пролетном масс�спектрометре «Bruker»
Ultraflex TOF/TOF (Германия) методом MALDI
с использованием в качестве матрицы дигид�
роксибензола (DHB). Электронные спектры

поглощения получены на спектрофотометре
Ultrospec 2100 Pro («GE Healthcare», США), в
кварцевых кюветах толщиной 10 мм. Все спект�
ральные исследования выполняли при 25°.
Осаждение было проведено на центрифуге Elmi
Skyline CM50 («ELMI», Латвия). Определение
размеров частиц методом ДСР осуществляли на
наносайзере ZetasizerNanoZS (173°, «Malvern
Instruments Ltd.», Великобритания) с He�Ne ла�
зером (633 nm, 5 mV). Микрофотографии полу�
чены на просвечивающим электронном микро�
скопе JEOLJEM�2100F/Cs/GIF (200 kV, 0,8 А).
Флуоресцентная визуализация лабораторных
животных in vivo была осуществлена с помощью
аппарата IVIS Spectrum�CT.

Конъюгат N�аминобактериопурпуринимида с
липоевой кислотой (ФС) 4. К раствору 30 мг
(0,048 ммоль) N�аминобактериопурпуринимида
3 в 5 мл хлористого метилена прибавляли 20 мг
(0,096 ммоль) α�липоевой кислоты и 12 мг
(0,048 ммоль) N�карбоэтокси�2�этокси�1,2�ди�
гидрохинолина (EEDQ). Полученный раствор
перемешивали в течение 36 ч при комнатной
температуре. Ход реакции контролировали
спектрофотометрически и с использованием
ТСХ. Затем реакционную смесь разбавляли 150 мл
дистиллированной воды и экстрагировали хло�
ристым метиленом до полного обесцвечивания
органического слоя (3 × 30 мл). Экстракты объ�
единяли, сушили над безводным сульфатом нат�
рия и упаривали на роторном испарителе. Полу�
ченный продукт очищали с помощью препара�
тивной ТСХ на силикагеле в системе CH2Cl2 :
: CH3OH (v/v 50 : 1).

Выход конъюгата 65%. Спектр 1H ЯМР (300 MГц,
CDСl3, 50°, δ, м.д.): 9,10 (с, 10�H), 8,75 (с, 5�H),
8,50 (с, 20�H), 5,25 (м, 17�H), 4,33 (м, 18�H, 7�H),
4,1 (м, 8�H), 3,68 (с, 12�CH3), 3,60 (д, J = 5,1 Гц,
4Н, –CHСН2S–), 3,55 (с, 175�CH3), 3,50 (с, 2�CH3),
3,40–3,60 (1Н, –СН2СНS–S), 3,18 (с, 32�CH3),
3,05–3,12 (2H, –СН2S–S–), 2,75 (м, 81�CH2),
2,42–2,50 (4Н, –S–SCHCH2CH2CH2–, –S–SCHCH2–),
2,4 (м, 172�CH2), 2,30 (т, J = 6,7 Гц, 2Н, –CH2C(O)),
2,1 (м, 171�CH2), 1,85 (д, J = 7 Гц, 7�CH3), 1,71–1,93
(2H, –CH2CH2CH2C(O)), 1,70 (д, J = 8 Гц, 18�CH3),
1,60–1,68 (2H, –CH2CH2C(O)), 1,12 (т, J = 7 Hz,
82–CH3), –0,25 (с, NH), –0,5 (с, NH).

Масс�спектр, (MALDI), m/z: 799 (М+).
UV�VIS (H2O/кремофор 4%), λmax, нм (относ.

инт.): 365, 415 (Cope), 551 и 824 (1 : 0,68 : 0,39 : 0,92).
Получение мицеллярной водной дисперсии

конъюгата метилового эфира N�аминобактерио�
пурпуринимида с липоевой кислотой. Раствор 10 мг
ФС 4 в 3 мл хлористого метилена порциями по
0,5 мл с периодичностью в 8–10 мин добавляют
в 10 мл 4%�ного раствора Кремофора в деиони�
зованной воде. Под непрерывным током аргона

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  6  2015

893



ПАНТЮШЕНКО  и  др.

в термостатируемой водяной бане при 40° выпа�
ривают хлористый метилен до полного перехода
ФС 4 в водную эмульсию, которую затем стери�
лизуют фильтрацией на фильтрах «Millipore»
(США) 0,4 мкм и концентрацию фильтрата до�
водят до необходимого значения путем разбав�
ления деионизованной водой.

Иммобилизация метилового эфира N�аминобак�
териопурпуринимида с липоевой кислотой (ФС) на
наночастицах золота (НЧ�Au). К водному раст�
вору НЧ�Au при интенсивном перемешивании
добавляют раствор ФС в расчете 1 мг на 10 мл
раствора наночастиц и выдерживают в течение
24 ч. Затем полученный раствор центрифугиру�
ют при 15 g в течение 30 мин, декантируют надо�
садочный слой, содержащий несвязавшийся
пигмент, а осадок наночастиц золота с иммоби�
лизованным ФС (ФС�Au) 5 ресуспендируют в
4%�ном водном растворе Кремофора.

Определение емкости наночастиц золота, наг�
руженных ФС. Количество ФС, иммобилизо�
ванного на наночастицы, определяют по разни�
це концентраций исходного раствора пигмента
и надосадочного слоя, декантируемого после
центрифугирования наночастиц ФС�Au. На�
чальную и конечную концентрации ФС опреде�
ляют на основании интенсивности длинновол�
новой полосы Q2 в ЭСП до и после иммобилиза�
ции и коэффициента молярной экстинкции для
N�аминобактериопурпуринимида с остатком
липоевой кислоты. Отношение количества им�
мобилизованного ФС к массе НЧ�Au характе�
ризует емкость последних по данному пигменту.

Подготовка лабораторных животных�опухо�
леносителей. Для перевивочного материала ис�
пользовали опухоль крыс�доноров на 14�й день
ее развития. Для этого животное наркотизиро�
вали хлороформом, выделяли опухолевый узел,
очищали от капсулы и некротизированных тка�
ней. Опухолевую ткань механически измельча�
ли в растворе Хенкса. Кусочки опухоли объемом
0,15–0,25 × 10–3 см3 вводили реципиентам под�
кожно в левое бедро. На 10–14�е сут после пере�
вивки при достижении нужных размеров опухо�
левого узла животное включали в исследование.

Динамика накопления ФС и ФС�Au в опухоли
in vivo. Динамика накопления ФС и ФС�Au в
опухолевом узле изучалась с помощью спектро�
флуоресцентного метода на комплексе «Lesa�6»
(ЗАО «БИОСПЕК», Россия). В качестве источни�
ка излучения, возбуждающего флуоресценцию фо�
тосенсибилизатора в биологических тканях, ис�
пользовали He�Ne лазер (633 нм). Средняя мощ�
ность лазерного излучения 2 мВт, плотность энер�
гии локального лазерного излучения на поверх�
ности тканей в процессе одного исследования не
более 1 Дж/см2, что существенно ниже уровня

индуцирования необратимых фотодинамичес�
ких повреждений тканей. Перед проведением
процедуры кожа животных в области опухоли, а
также небольшой участок кожи на другом бедре
(визуально здоровые ткани) депилировали.

Спектрофлуоресцентные исследования про�
водили под прямым углом к объекту, слегка ка�
саясь торцом оптоволоконного световода ткани.
Процедура регистрации флуоресцентного спект�
ра (время экспозиции) занимала 1–2 с. Полу�
ченные путем точечных измерений спектры тка�
ней центра и периферии опухоли, а также визу�
ально здоровой кожи анализировали по форме,
величине и амплитуде сигнала. Далее определя�
ли нормированную флуоресценцию (ФН) S2/S1 –
отношение площадей под кривыми в спектрах
флуоресценции и отраженного от тканей лазер�
ного излучения. Для оценки селективности на�
копления фотосенсибилизатора в опухоли по
отношению к здоровым тканям рассчитывали
индекс контрастности – отношение среднего по
группе значения S2/S1 в области опухолевых тка�
ней к среднему по группе значению S2/S1 в об�
ласти здоровых тканей. Измерение мощности
лазерного излучения на выходе оптического во�
локна проводили сферическим дозиметром. В
работе использовали «Латус» (ЗАО «Полупро�
водниковые приборы», Россия). Для доставки
световой энергии к опухоли применяли гибкие
моноволоконные кварцевые световоды.

Плотность мощности лазерного излучения рас�
считывали путем деления величины мощности на
выходе световода на площадь облучения. Рs = Рв/S,
где Рs – плотность мощности (Вт/см2), Рв – вы�
ходная мощность (Вт), S – площадь светового
пятна. Световое пятно рассчитывали таким об�
разом, чтобы помимо опухолевого узла, по пе�
риферии захватывались здоровые ткани (3–5 мм).
Время облучения определяли путем деления за�
данной величины плотности энергии, которую
необходимо подвести к опухоли, на рассчитан�
ную плотность мощности.

Т = Е/Рs, где Т – время облучения (с), Е –
плотность энергии (Дж/см2), Рs – площадь
мощности (Вт/см2).

Флуоресцентная визуализация лабораторных
животных in vivo. Для наркоза использовали ин�
галяционную смесь воздуха и 2% изофлурана
(«Abbott», USA). После наркотизации крысам вво�
дили препараты в дозе 2,5 мг/кг внутри�брю�
шинно. Для получения флуоресцентных изобра�
жений использовали прибор IVIS Spectrum�CT
(РНИМУ им. Н.И. Пирогова, кафедра медицин�
ских нанобиотехнологий). Возбуждение флуо�
ресценции проводили при длинах волн 710 и
745 нм, а детекцию испускаемого света при дли�
нах волн 780, 800, 820 и 840 нм. Для разделения
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сигналов флуоресценции от ткани и флуорофора
проводили спектральный анализ с использова�
нием программного обеспечения Living Image 4.4
(«PerkinElmer», США). Интенсивность флуорес�
ценции измеряли в фотон/с/см2.

Статистическая обработка результатов. Полу�
ченные результаты обрабатывали методами ва�
риационной статистики. Оценку уровня статис�
тической значимости различий средних значе�
ний исследуемых показателей в опытных и
контрольных группах оценивали, используя не�
параметрический U�критерий (Манна–Уитни)
при 95%�ном уровне значимости. Данный кри�
терий выбран, так как сравниваемые выборки
не подчиняются закону нормального распреде�
ления. Статистическую обработку проводили с
помощью программного пакета Statistica 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве ключевого соединения в работе
был использован N�аминобактериопурпурини�
мид, который обладает высокой стабильностью,
поглощает в области 830 нм и, как показали экс�
перименты на животных, проявляет высокую
фотоиндуцированную активность [33]. Послед�
ний получали взаимодействием бактериопурпу�
рина 2 с гидразин гидратом в пиридине по изве�
стной методике [34]. В свою очередь, бактерио�
пурпурин был получен алломеризацией бакте�
риохлорофилла а (Бхл а) 1, продуцентом кото�
рого являлись пурпурные несерные бактерии
Rhodobacter capsulatus штамм B10, выращивание
которых проводили в хемогетеротрофных усло�
виях по методу, описанному ранее [35–38]. Со�
держание Бхл а составляло 10–14 мг пигмента
на грамм сухой биомассы.

Ацилирование N�аминобактериопурпури�
нимида 3 липоевой кислотой в присутствии
конденсирующего агента EEDQ приводит к об�
разованию серосодержащего пигмента 4, иммо�
билизация которого на НЧ золота за счет обра�
зования связи S�Au позволила получить нано�
структурированный ФС 5 (схема).

Поскольку бактериопурпуринимид с остат�
ком липоевой кислоты 4 является гидрофобным
соединением, был приготовлен его водный
раствор с использованием Кремофора ELP, ко�
торый является оптимальным и часто использу�
емым солюбилизатором, обладающим дезагре�
гирующим действием для слабо растворимых в
воде ФС порфириновой природы [39].

Иммобилизацию проводили путем переме�
шивания мицеллярной водно�кремофорной дис�
персии пигмента 4 с водным раствором нано�
частиц золота в течение суток, последующим от�

делением наночастиц с иммобилизованным фо�
тосенсибилизатором 5 центрифугированием и
ресуспендированием образовавшегося осадка
ФС�Au в 4%�ном растворе Кремофора в воде.
Степень иммобилизации ФС составила 22%,
что в пересчете на емкость наночастиц – 80 мо�
лекул пигмента на одну НЧ золота.

Наличие полос Q1 (550 нм) и Q2 (824 нм) в
электронном спектре поглощения (ЭСП) сус�
пензии подтвердило факт иммобилизации пиг�
мента на НЧ золота, а характер сигналов свиде�
тельствует о мономерной форме ФС. Сигнал от
НЧ�Au в ЭСП проявляется в виде «плеча» при
520 нм (рис. 1).

Собственная флуоресценция у производных
бактериохлорофилла а делает возможным мо�
ниторирование накопления НЧ золота в опухо�
ли. Облучение полученного в настоящей работе
наноструктурированного фотосенсибилизатора
ФС�Au 5 светом с длиной волны полосы Q1
приводит к интенсивной флуоресценции при
830 нм (рис. 2), что позволило нам изучить ки�
нетику распределения в органах и тканях, а так�
же накопление фотосенсибилизатора в опухоли.

Наночастицы золота были получены по ме�
тоду Туркевича [40], восстановлением золото�
хлористоводородной кислоты цитратом натрия.
Реакция приводит к образованию растворимых
в воде, покрытых цитрат�ионами частиц золота
[41], размеры которых, а также размеры НЧ с
иммобилизованным бактериопурпуринимидом
5 были определены с использованием метода
динамического светорассеяния (ДСР) (рис. 3), а
микрофотографии наночастиц получены с по�
мощью просвечивающей электронной микро�
скопии (ПЭМ) (рис. 4).

Согласно полученным данным, после иммо�
билизации ФС на наночастицах золота было за�
фиксировано значительное увеличение гидро�
динамического размера последних с 10–12 нм –
для свободных НЧ до 100–110 нм – для ФС�Au.
На микрофотографиях (рис. 4) наблюдается не�
большое число агрегатов НЧ после иммобили�
зации на них пигмента.

Метод ПЭМ был использован в работе для
определения размера и морфологии металли�
ческого ядра, однако данный метод не позволя�
ет оценить размер органической оболочки на
поверхности наночастиц. В связи с этим, уни�
версальным и общепринятым методом анализа
наногибридных материалов на основе наночас�
тиц металлов, терапевтических агентов и поли�
мерных стабилизаторов является метод ДСР.
Полученная данным методом величина гидро�
динамического радиуса наночастиц золота сви�
детельствует о модификации их поверхности ор�
ганическим лигандом (липоевая кислота), несу�
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Синтез наноструктурированного ФС на основе N�аминобактериопурпуринимида и наночастиц золота (ФС�Au) 5

Рис. 1. Электронный спектр поглощения мицеллярной
водно�кремофорной дисперсии фотосенсибилизатора ФС
(пунктирная линия 1), наночастиц золота НЧ�Au (преры�
вистая линия 2) и мицеллярной водно�кремофорной диспер�
сии наноструктурированного фотосенсибилизатора ФС�Au
(сплошная линия)
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Рис. 2. Спектр флуоресценции мицеллярной водно�кремо�
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щим фотодинамический агент, а также Кремо�
фором, являющимся стабилизатором. Увеличе�
ние размера наночастиц связано также с их час�
тичной агрегацией.

Исследование кинетики накопления свободно�
го ФС 4 и наночастиц золота с иммобилизованным
пигментом ФС�Au на модели экспериментальной
опухоли крыс саркома М�1. Изучение накопле�
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Рис. 3. Распределение по размерам (данные ДСР) немодифицированных наночастиц золота (а) и НЧ с иммобилизован�
ным фотосенсибилизатором ФС�Au (б)
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Рис. 4. Микрофотографии немодифицированных наночастиц золота (а) и НЧ с иммобилизованным фотосенсибилизато�
ром ФС�Au (б)
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ния свободного и иммобилизованного ФС было
реализовано на беспородных крысах, получен�
ных из вивария ФГБУ МРНЦ Минздрава Рос�
сии и содержащихся в стандартных условиях.
Эффективность фотодинамического воздей�
ствия определяли уровнем и местом накопления
ФС и особенностями его распределения в опу�

холевой и окружающих тканях, по наличию
флуоресценции свободного и иммобилизован�
ного бактериопурпуринимида методом локаль�
ной флуоресцентной спектроскопии (ЛФС) и
уровню нормированной флуоресценции (ФН)
пигмента в опухоли и окружающей ткани у крыс
с саркомой М�1 (рис. 5, а, б).
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Рис. 5. Кинетика накопления ФС 4 (а) и ФС�Au 5 (б) в опухоли, определенная на основании значений нормированной
флуоресценции в тканях опухоли саркомы М�1 в интервале от 5 с до 48 ч в дозе 2,5 мг/кг. Результаты выражены в виде
среднего значения трех независимых экспериментов; * p < 0,05 (достоверность 95%)
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Как видно из диаграмм, представленных на
рисунке, иммобилизация на наночастицах золо�
та принципиально изменяет кинетику накопле�
ния ФС в опухоли и здоровой ткани. Если для
свободного бактериопурпуринимида 4 макси�
мальное накопление в опухоли достигается за
3,5 ч (210 мин, рис. 5, а), то в случае иммобили�
зованного ФС накопление в опухолевой ткани
нарастает постепенно в течение суток, достигая
максимума к 24 ч (рис. 5, б).

В ходе исследования рассчитывали флуорес�
центную контрастность (ФК) как отношение ФН
в опухоли к ФН в коже и мышце (рис. 6, а, б).
Показано, что изученные в данной работе сво�
бодный бактериопурпуринимид 4 и его нано�
структурированная форма обладают тропностью
к опухолевой ткани саркомы М�1. Однако мак�
симальные величины флуоресцентной контраст�
ности относительно кожи для двух форм ФС
различны и регистрируются через разные про�
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Рис. 6. Флуоресцентная контрастность бактериопурпуринимида 4 (а) и ФС�Au 5 (б) в тканях опухоли саркомы М�1 в ин�
тервале от 5 с до 24 ч в дозе 2,5 мг/кг
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межутки времени после введения препаратов:
для 4 – ФК составляет 2,1 ± 0,3 усл. ед через 3,5 ч
(рис. 6, а), тогда как для 5 – ФК составляет 3,2 ±
± 0,5 усл. ед через 24 ч (рис. 6, б). В последую�
щие сроки ФН пигментов в опухоли снижается
схожим образом (на рис. 6 не показано). Через
72 ч уровень ФН в опухолевой ткани снижается
на 96–97% от максимального значения. В коже
и мышце максимальные значения флуоресцен�
ции для соединений 4 и 5 регистрируются через
15 мин после введения ФС, а через 72 ч ФН в
них уже не определяется.

Кроме того, в данной работе было исследо�
вано распределение свободного ФС 4 и нано�
структурированного ФС�Au 5 в органах (печень,
почки) в период времени максимального накоп�
ления пигментов в опухоли (для ФС – 210 мин;
для ФС�Au – 24 ч, рис. 7). Показано, что печень
и почки активно накапливают ФС (рис. 8, см.
цветную вклейку), однако соотношение вели�
чин ФН бактериопурпуринимида (ФС) и его на�
ноструктурированной формы (ФС�Au) в опухо�
ли и органах различно, при этом нанострукту�
рированный препарат проявляет более высокую
тропность к опухолевой ткани.

В данной работе была реализована флуорес�
центная визуализация опухолей у крыс с сарко�
мой М�1 при использовании ФС 4 (рис. 8, а) и
его наноструктурированной формы ФС�Au 5
(рис. 8, б). Из рис. 8 видно, что изменения ин�
тенсивности флуоресценции опухоли в течение
24 ч коррелирует с данными, полученными на
основании расчета нормированной флуорес�
ценции ФС методом локальной флуоресцент�
ной спектроскопии на лазерном спектральном
анализаторе для флуоресцентной диагностики
опухолей «ЛЭСА�6» (ЗАО «БИОСПЕК», Россия).

Таким образом, в работе показано, что им�
мобилизация бактериопурпуринимида на НЧ зо�
лота увеличивает время циркуляции нанострук�
турированного ФС в кровотоке и повышает его
тропность к опухоли за счет экстравазации на�
ночастиц, нагруженных пигментом, из дефект�
ных сосудов опухоли.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (гранты 13�03�00577, 14�03�00503, 15�03�
02988) и НИТУ «МИСИС» (гранты K1�2014�022).
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Рис. 7. Нормированная флуоресценция ФС и ФС�Au в опухоли, здоровой ткани и внутренних органах в период времени
максимального накопления пигментов в опухоли при дозе 2,5 мг/кг. Результаты выражены в виде среднего значения трех
независимых экспериментов; * p < 0,05 (достоверность 95%)
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In this work, we obtained a new sulfur�containing derivative of bacteriochlorophyll a. The substance was isolated from
biomass of the nonsulfur purple bacterium Rhodobacter capsulatus strain B10. The proposed photosensitizer is an N�
aminobacteriopurpurinimide, the exocyclic amino�group of which is acylated with a lipoic acid residue, a biogenic
substance that acts as a cofactor of the pyruvate dehydrogenase and alpha�ketoglutarate dehydrogenase complexes in
the body. Due to the presence of a disulfide group in the lipoic acid molecule, the pigment acquired aurofilic proper�
ties and was immobilized on the surface of gold nanoparticles (NP�Au) by means of S�Au bond formation. The shape
and the size of the resulting particles with immobilized photosensitizer (PS�Au) were determined by dynamic light
scattering (DLS) and transmission electron microscopy (TEM). The nanostructured PS consists of spheres with
hydrodynamic diameter of 100–110 nm. They absorb light in the region of 824 nm and have a strong fluorescence
band at 830 nm, which allowed study if the kinetics of its distribution in organs, tumor, and normal tissue within
tumor�bearing animals. Comparison of the biological properties of the free (PS) and immobilized (PS�Au) pigments
during biological trials on rats with sarcoma M�1 showed that immobilization of the bacteriopurpurinimide on gold
NP increases the circulation time of the nanostructured PS in the bloodstream and increases its tropism for tumor due
to nonspecific passive targeting including extravasation of nanoparticles loaded with the pigment through the
inflamed and defective tumor vessels.

Key words: bacteriochlorophyll a, bacteriopurpurinimide, photosensitizers, photodynamic therapy, lipoic acid, gold
nanoparticles, sarcoma M�1


